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(57) Abstract: The invention concerns a method using PCR, in particular immuno-PCR, for detecting microbiological entities and in 
particular elements or target molecules. The detection method comprises a step which consists in fixing an entity A, more particularly 
an antigen, directly or via a capture agent, for example an antibody, to one or several surface(s) inside the receptacle(s) of a real time 
PCR measuring apparatus and a step which consists in associating with said element A a coupling system with a nucleic acid, for 
example a DNA marker, a step which consists in amplifying the marker nucleic acid. The successive measurements are carried out 
during the phase amplifying the marker nucleic acid, in the presence of a capture agent and other optional intermediate fixing agents. 
The detection method is quantitative and can be used in particular for prion polypeptide assay. 

(57) Abrege: La presente invention se rapporte a une mCthode de detection par PCR, notamment par immuno-PCR, d'entites mi- 
crobiologiques et en particulier d' elements ou de molecules cibles. La raethode de detection comprend: une £tape de fixation d'une 
entile" A, plus particulierement un antigene, directement ou par l'interme<liaire d'un agent de capture, par exemple un anticorps, a 
une ou des surfaces a 1'inteVieur du ou des recipients d'un appareil de mesure PCR "en temps reel", et une dtape a" association audit 
element A d'un systeme de couplage a un acide nucteique, par exemple un ADN, marqueur, une Ctape d'amplifiation de I'acide 
nuclelque marqueur. Les mesures successives sont effectuees durant la phase d' amplification de Vacide nuclCique marqueur, en pre- 
sence de Tagent de capture et d' autres agents de fixation intermddiaires eVentuels. La meUhode de detection est quantitative et peut 
etre notamment appliquee au dosage de polypeptides prions. 



WO 01/31056 



PCT/BEOO/00131 



M6thode de detection par PCR 

5 La presente invention se rapporte a une m^thode de 

detection par PCR, notamment par immuno-PCR, d' entit§s 
microbiologiques et en particulier d' Elements ou de molecules 
cibles. 

^0 L 1 immuno-PCR est une technique connue qui est decrite, pour 

certaines applications, par exexnple dans SANO et al Science 

(1992) 258:120-2, Case et al. Journal of Immunological 

Methods (1999) 223:93-106, KAKIZAKI et al. Letters in 

Applied Microbiology (1996); 23(2); 101-103, Taylor et al 

1C Veterinary Microbiology (1997)" 56:135-145, DOCHERTY et al. 
15 

Letters in Applied Microbiology (1996) 22:288-292. 

Par ailleurs, on connait la methode ELISA qui est une 
technique aussi sp6cifique mais moins sensible d'un facteur 
10 2 a 10 s par rapport a 1' immuno-PCR. 

20 

Plus recemment, des techniques et des appareils de PCR dite 
quantitative sont apparus. Ces appareils d£tectent et 
mesurent un signal, par exemple de fluorescence, 
representatif d'une quantity d'amplicons specif iques du 

25 fragment d'ADN, marque au cours de la PCR par un agent 
intercalant de l'ADN excitable par un rayonnement 
ultra-violet. La caract^ristique de cette technique est 
que la mesure est effectu£e en temps rGel c'est a dire durant 
et non apr^s la phase exponent ielle, de preference mais pas 

30 necessairement par comparaison avec un t6moin. Cette technique 
s'avere sup6rieure par maints aspects aux techniques de PCR 
competitive par co-amplification. 

A la connaissance du demandeur, quatre appareils de PCR 
quantitative sont actuellement distribues en Europe: le 
LightCycler de la firme Roche, le GeneAmp 5700 et le GeneAmp 
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7700 Sequence Detection System de la firme PE Applied 
Biosys terns et le icycler iQ de la firme Bio-Rad. 

5 

Selon 1' invention, on a constat^ que, de maniere surprenante, 
la technique d' iromuno-PCR peut §tre avantageusement appliquSe 
avec un appareil de PGR quantitative. 

0 Selon 1' invention, on a en effet constate qu'il est possible de 
fixer des anticorps sur les parois de microtubes PCR 
destines ou adaptes a ces appareils, en particulier si ces 
parois sont en plastique resistant aux cycles de chauffage 
de la PCR. 

5 

On a constate de plus que la fixation des anticorps de 
capture sur les parois des microtubes PCR et done leur presence 
dans le milieu durant 1' analyse sous forme de proteines 
d£naturees ou non n' interfere pas de maniere substantielle avec 
Q la lecture du signal d ■ amplif ication par le detecteur de 
fluorescence d'un appareil d'immuno- PCR quantitative. 

II en est de meme pour l'ajout de l'antigene ainsi que des 
autres constituants de l'immuno-PCR qui n' interf £rent pas 
de facon substantielle au niveau de l'efficacite du 
processus de la PCR. 

De bons r^sultats ont 6te obtenus en utilisant des tubes en 
polypropylene tels qu ' utilisables avec un appareil 5700 ou 7700 

Sequence Detection System de PE Applied Biosystems. 

0 ^ 

Ces constatations ont mene, selon un premier aspect de 
1' invention, a la mise au point d'une nouvelle methode de 
detection et de dosage d» elements antigeniques, par 
immuno-PCR quantitative (iPCRq) . 

Selon un autre aspect de 1» invention, on propose 
^application de la PCR quantitative a la detection et la 
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quantification d 1 el&nents ou molecules cibles, 
eventuellement non antigeniques, par association de ceux-ci 
avec des "ligands". Les ligands (par ex un peptide ou une 
hormone) sont, d'une part, couples directement ou 
indirectement a 1' acide nucleique "reporter" (ou « marqueur ») 
et, d' autre part, les molecules ou elements cibles sont 
fixables sur les parois des tubes PCR ou de billes, p.e. des 
billes magnetiques ou de latex, ou encore sur des membranes, la 
fixation etant eventuellement effectu6e indirectement, par 
exemple par 1 » intermedial re d'un anticorps de capture. Ainsi, 
selon cette variante, on a remplace 1' anticorps de capture par 
un ligand ou un recepteur. Les couples ligands-molecules cibles 
15 fonctionnent comme les couples anticorps-antigenes V 

L 1 invention sera avantageusement appliquee pour la 
detection et/ou le dosage de differentes entites 
biologiques principalement en analyse clinique. Elle 
20 apporte ef f ectivement une simplification du procede de 

dosage par immuno-PCR tout en presentant une possibilite de 
quantification rapide et un gain economique appreciable. 
L' immuno-PCR selon l f invention se prete bien a une 
automatisation de sa procedure. 



25 



30. 



De maniere generale, 1' invention concerne un procede de 
detection d'un element A 

a. comprenant les etapes suivantes; 

- une etape de fixation dudit element A, directement ou 
par l'intermediaire d»un agent de capture, a une ou des 
surfaces a l'interieur du ou des recipients d'un appareil 
de mesure PCR, 

- une etape d' association audit element A d' un systeme 
de couplage a un acide nucleique marqueur 

- une etape d' amplification de 1' acide nucleique marqueur 
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b. caract6ris6 en ce que les mesures sont effectuees durant la 
phase d* amplification de l'acide nucl£ique marqueur. 

La detection quantitative selon la pr^sente invention peut 
etre avantageusement r^alisee avec un appareil GeneAmp 5700 ou 
7700 Sequence Detection System de PE Applied Biosystems ( voir 
Everett K.D.E.) J. Clin. Microbiol. (1999), 37: 575-580. La 
fluorescence des echantillons est compar£e a celle de 
temoins durant la phase exponentielle de la PCR, et non au 
niveau des plateaux comme c'est le cas pour les protocoles 
de detection classiques en immuno-PCR. 

15 L' invention se rapporte done, notamment, a un precede de 
detection par immuno-PCR d'un Element antigenique, le 
proc6d£ comprenant les etapes suivantes : 

- on couvre une surface d'un recipient ou d'une bille avec 
20 une solution d'un anticorps monoclonal ou polyclonal 

- on ajoute une solution de 1' element antigenique 
comportant au moins deux sites antigeniques dont l'un au 
moins complementai re audit anticorps 

- on associe un fragment d'ADN a au moins un second 
25 anticorps, de preference monoclonal, pour obtenir un 

conjugue 

- on ajoute le conjugu6 ADN/anticorps de preference 
. monoclonal a la solution 

- on realise une PCR sur les fragments d'ADN ainsi 
immobilises 

- on d^tecte et mesure 1 'amplification, durant la phase 
exponentielle, par exemple par fluorescence. 

En effet, le fait d' avoir obtenu apres amplification un 
signal fluorescent proportionnel a la quantite d'antig£ne 
introduite dans le syst£me (par exemple coefficient de 
correlation des diff^rents points de la courbe 
standard = 98.66%) demontre que cette nouvelle technique est 
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capable de detecter et de quantifier la presence de faibles 
quantites d'antigenes dans un milieu, 

Les elements antigeniques detectables et quantif iables par 
la methode selon 1' invention sont varies. A priori, tout 
antigene pouvant etre detecte et dose par l'immuno-PCR 
classique ou par la methode ELISA peut l'etre par le 
10 procede d'immuno-PCR quantitative de la presente invention. 

De maniere non exhaustive, selon 1' invention, 
on peut citer la detection de : 

- proteines (ex: serumalbumine bovine, voir p.e. Sano et al, 
15 Science, 1992, 258, 120-122); 

- antigenes de surface (ex: virus de l'Herpes Simplex, voir 
Mweene et al, J. Clin. Microbiol., 1996, 34, 748-750; virus 
de 1' Hepatite B, Niemeyer et al, Analytical Biochem. , 1997, 
246, 140-145); 

20 - carbohydrates (ex: 06-methylguanosine, Case et al, J. 

Immunol. Methods, 1999, 223, 93-106; ganglioside 

membranaire GD2, Tsai et al, JNCI, 1984, 73, 627-633; 

ganglioside GM3, Zhang et al, American J. of Pathology, 

1998, 152, 1427-1432), 
25 - hormones (ex: hTSH et hCG, Joerger et al, Clin. Chem., 

1995, 41, 1371-1377), 

- enzymes (ex: Beta-galactosidase, Hendrickson et al, Nucl. 
Acids Research, 1995, 23, 522-529; fl-glucuronidase, Chang 
et al, J. Immunol. Methods, 1997, 208, 35-42), 

30 " bact ^ ries (ex: Pasteurella piscicida, Kakizaki et al, 
Letters in Applied Microbiol, 1996, 23, 101-103), 

- ligands ou recepteurs (ex: IAM-1 (molecule d'adhesion 
intercellulaire aux recepteurs leucocytaires LFA-1 et 
Mac-1), Itoh et al, Artificial Organs, 1996, 20, 898-901; 
recepteurs de lymphocytes T interagissant avec les 
complexes antigeniques MHC, Sperl et al, J. Immunol. 
Methods, 1995, 186, 181-194), 

- composes organiques (ex: benzopyrene diol-epoxyde 
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guanine, Denissenko et al, Biotechniques, 1996, 21, 
187-188), 

- antigenes tumoraux (ex: proto-oncogene humain ETS-1, Zhou 
et al, Nucl. Acids Res., 1993, 21, 6038-6039; ganglioside 
GM3, Zhang et al, American J. of Pathology, 1998, 152, 

"1427-1432) , 

- peptides (ex: alpha-human atrial natriuretic peptide, Numata 
et al, Clinica Chimica Acta, 1997, 259, 169-176 ; human 
interleukin-18, Furuya et al., J Immunol Methods. 2000 
21/238(1-2) :173-80; angiotensinogen, Sugawara et al., Clin Chim 
Acta. 2000;299(l-2) :45-54) . 

- molecules de proliferation cellulaire (ex: thioredoxine, 
Das et al, J. Immunol. Methods, 1998, 211, 9-20). 

- cytokines (ex: TNF-alpha, Sanna et al, Proc . Nat. Acad. Sci . 
USA, 1995, 92, 272-275) . 



Toutes ces references indiquent la possibility d' adapter un 
20 systeme de detection ELISA a une detection par immuno-PCR. 
Tout systeme de detection d'une molecule deja realisee par 
ELISA peut done etre transpose a l f immuno-PCR , ceci etant 
valable notamment aussi pour les systemes suivants: 

25 -Detection d* agents infectieux (ex: proteine prp, 

Matsushita et al, J. Vet. Med. Sci., 1998, 6, 777-779). 
-Detection de composes aroraatiques (ex: dioxines/furanes, 
Immunoassay Kit, CAPE Technologies, LLC, South Portland, 
USA) . 

30 

Selon un autre aspect de 1' invention, 1' immuno-PCR quantitativ 
a ete rendue applicable a la detection de molecules 
antigeniques extraites d' organes ou de matrices complexes. 

L' invention a ainsi ete egalement appliquee a la detection de 
peptides et de proteines prions. II s'agit d'une adaptation 
immuno-PCR selon 1' invention d'un systeme ELISA qui a ete au 
prealable developpe par nos soins, appliquee a la detection de 
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sequences polypeptidiques de proteines prions murines et 
bovine s norma les et inf ectieuses . 

L' application de 1'iPCRq a la detection de prions infectieux 
ameliore le depistage des animaux contamines et ce a des stades 
precoces de 1' infection par les maladies a prion. Ceci permet 
d'appliquer des traitements adaptes ou de sacrifier les betes. 

On suspecte egalement depuis peu une transmission au betail via 
l'environnement et via le fourrage (transmission possible via 
la bouse des bovins raalades qui pourrait contaminer les 
paturages a long terme) . La technique proposee par 1' invention 
permet done de detecter les prions infectieux presents a 1'etat 
de trace dans les fourrages et dans les matrices 
environnementales telles que les champs de paturage ou ont 
stationne des animaux infectes. 

20 *1 existe actuellement trois tests de detection des proteines 
prions qui sont reconnus par 1' Union Europeenne a savoir ceux 
de Prionics, Enfer Scientific et Biorad. Toutefois ces tests 
manquent de sensibilite. 

25 Le schema experimental de detection peut faire appel aux memes 
etapes que celles decrites ci-apres dans le cas de 1'iPCRq 
applique a la detection de l'hIL-4. 

Selon un aspect de 1' invention, l r element a doser est plus 
30 P ar ticulierement un ou (des) polypeptide (s) prion (s) 

infectieux, qui peut etre present dans un extrait de matrice 
complexe organique ou environnementale . 

Plus generalement 1' element a doser est un ou (des) 
polypeptide (s) prion (s) : 

- de synthese, de forme recombinante produit (s) artif iciellement 
par genie genetique et/ou 
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-natif(s), issu(s) d' extraits de. matrices complexes organiques 
et/ou environnementales et/ou 

-non purifie(s) ou purifie(s) partiellement ou totalement et/ou 
-sain(s) ou infectieux et/ou 

-de sequence partielle ou totale par rapport a la sequence de 
la proteine et/ou 

-resistant (s) ou non resistant (s) a la proteinase K et/ou 
-d'origine cellulaire ou exogene et/ou 

-en solution pure ou en solution complexe ou sur support. 

L 1 invention propose egalement 1 ■ utilisation d'un fragment d'ADN 
. chimerique (ADN Marqueur) et des amorces particulierement 
adaptees pour le procede d 1 immuno-PCR susmentionne . 



V invention est egalement applicable a la detection d' elements 
antigeniques, differents ou non, ou autres en multiplex de 
facon concomitante. 

20 

Afin d'elargir le spectre d 1 application de la technique 
d 1 immuno-PCR quantitative, on propose en effet une technique de 
detection concomitante en multiplex d'antigenes differents ou 
non utilisant des anticorps ou d' autres molecules couples a des 
25 sondes ADN marqueurs . Lors de PCR en multiplex, les sondes 
marqueurs doivent avoir des sites d' hybridation aux amorces 
nucleotidiques differents a au raoins une base pres. 

Ce couplage peut etre direct , chimique ou enzymatique ou 
3Q indirect c'est-a-dire effectue par l r intermediaire d'une 

molecule « spacer » pouvant etre une proteine, un polypeptide, 
un groupement aromatique, un compose organique ou un compose 
inorganique. L'ADN ainsi fixe servira de matrice pour le 
.processus d f amplification par PCR. 

La sequence nucleotidique de l^DN "marqueur" utilisee sera 
modifiee de telle soirte que les sondes oligonucleotidiques 
marquees telles les sondes Taqman™, scorpio™ , "molecular 
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beacons" (Eurogentec) permettent sur base du compose 
fluororescent utilise et emettant h des longueurs d' ondes 
differentes une detection simultanee de plusieurs antigenes. 
Ces sondes peuvent 

- etre couplees & des fluorophores tels que FAM, HEX, TET, 
CY3, CY5, C5.5, JOE, 6-ROX, Cascade Blue, Texas Red, 
Rhodamine, Rhodamine green, Rhodaraine red, Rhodamine 6G, 6- 
TAMRA, 5-TMRIA, Alexa 430, Alexa 488, Alexa 594, Bodipy R6G 
(Eurogentec) ou 

- dans le cas des sondes Taqman™, etre utilisees avec le 
quencher TAMRA et les fluorophores FAM, HEX ou TET. 

Les exemples suivants illustrent de maniere non limitative 

1' invention et se referent aux figures 1 a 15 , dans lesquelles 

- la fig. 1 est un graphique illustrant l'intensite de la 
fluorescence en fonction du nombre de cycle (courbes 

d' amplification) , pour differents puits pour une 
experience de detection de 1' interleukine humaine 11-4 

- la fig. 2 est le graphique correspondent reprenant les 
valeurs de Ct en fonction de la position des puits 

- la fig. 3 est le graphique montrant la courbe standard 
resultante de la fig 1 

- la fig. 4 illustre l'effet des agents de saturation sur 
l'immuno-PCR applique k des systemes identiques a celui 
illustre dans les figs 1 & 3 

- la fig. 5 illustre l'effet des supports (microtubes) sur 
l'immuno-PCR applique k des systemes identiques k celui 
illustre dans les figs. 1 & 3 

- la fig. 6 represente la courbe standard pour la detection 
par imrauno-PCR de la digoxigenine 

- les figs. 7 , 8 et 9 illustrent la detection quantitative 
de la bio tine dans le systeme ligand-PCR 

- la fig. 10 illustre & titre comparatif un test ELISA sur 
un fragment de peptide prion 
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les figs. 11 et 12 illustrent les courbes d' intensity de 

fluorescence et de Ct obtenues en immuno-PCR selon 

1' invention pour le meme fragment de peptide prion 

la fig. 13 illustre a titre comparatif un test ELISA sur 

proteines prions extraits a partir cerveau de boeuf 

la fig. 14 illustre les C t obtenus lors de la detection de 

prions dans une matrice complexe a savoir un extrait de 

cerveau de boeuf 

la fig. 15 illustre un ELISA sur proteines prions extraits 
a partir de cerveau de boeuf avec et sans proteinase K.. 
les figs. 16 a 19 sont des schemas illustrant la 
detection en multiplex par PCR quantitative. Les figs. 16 
et 17 representent deux schemas illustrant le principe de 
la detection en multiplex par PCR quantitative en 
utilisant un anticorps couple directement a 1'ADN 
marqueur , ou couple via un « spacer ». Les figs. 18 et 
19 representent deux schemas illustrant la detection en 
multiplex d'un antigene et d'un ligand via deux sondes 
d'ADN. 



EXEMPLE 1 - INTERLEUKINE HUMAINE 11-4 

25 

Une mise au point de la technique d' immuno-PCR quantitative 
a ete realisee a titre d'exemple non limitatif et 
en se referant aux figures 1 a 5, sur base d'une methode 
de detection iinmunologique de 1 1 interleukine huraaine 11-4 
30 (hIL-4). 

Le procede decrit a titre illustratif comprend les etapes 
suivantes : 

1- obtention d'un anticorps monoclonal de capture dirige 
contre hIL-4 obtenu dans le commerce (Biosource) (reference 
: AHC0642) 

2- fixation de cet anticorps dans une plaque optique a 96 
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puits (PE Applied Biosystems), en tampon de coatage (NaHC0 3 
0.05M, 

Na2C03 0.05M, pH 9.4) a 4°C pendant 16 heures, a une 
concentration de 1 pg/ml (50 pl/puits) 

3- 4 lavages en solution de lavage (NaCl 0.15M, Tween 20 
0.1%, pH 7.4) (300 pl/puits) 

.4- Saturation des sites non satur£s par 1' anticorps de 
capture en tampon de saturation (NaCl 0.14M, Na2HP04.2H20 8 
mM, KH2P041.5 mM, KC1 2.7 mM, BSA 3%, pH 7.4) pendant 2 
heures a temperature ambiante (200 pl/puits) 

5- 5 lavages en solution de lavage 

6- ajout de l'antigene a capturer (50 ul/puits) en tampon 
de dilution (NaCl 0.14M, Na2HP04.2H20 8 mM, KH2P04 1.5 mM, 
KC1 2.7 mM, BSA 0.5%, Tween 20 0.1%, pH 7.4), aux 
concentrations suivantes : 5 pg/ml, 50 pg/ml, 500 pg/ml, 
2.5 ng/ml, 5 ng/ml, 50 ng/ml, 500 ng/ml, 2.5 pg/ml, puis 
ajout d'un anticorps monoclonal biotinyie de detection 

20 dirige contre hIL-4 (25 pl/puits), obtenu par 

le commerce (Biosource) (reference : AHC0749), a une 
concentration de 0.4 pg/ml en tampon de dilution, pendant 2 
heures a temperature ambiante, sous une agitation constante 
de 280 rpm 

25 7 " 10 lavages en solution de lavage 

8- obtention en parallele d'une molecule d'ADN chimere 
biotylinee (DNA Reporter ou marqueur) 

9- preparation en parallele de streptavidine conjuguee 
dans le rapport molaire Streptavidine/DNA Reporter 

30 • Biotinvl e 0,5/1 (17 amoles/34 amoles) , laissant ainsi deux 
sites libres pour la fixation de 1' anticorps biotinyle 
10 - ajout de la streptavidine conjugu6e dans ladite 
plaque, le rapport Strept/Ac B choisi est de 0,5/1, soit 
deux molecules d'Ac fixees par molecule de Streptavidine, 
pendant 30 minutes a temperature ambiante (50 pl/puits) 
11- dix lavages en tampon de lavage suivis de 5 lavages en H20 
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12- PGR avec amorces specif iques (SEQ ID NO :4 et 5) £ l'ADN 
chim^re dans un volume de 50ul compose de 25 ul d'une solution 
comprenant l'antig6ne a d^tecter et les amorces 
oligonucl<§otidiques et de 25 ul d'une solution « Mix-PCR » (PE 
Applied Biosystems, ref : 4309155) . La mesure quantitative 
est realisee avec un appareil GeneAmp 5700 de PE Applied 
- Biosystems en utilisant ladite plaque de 96 puits. 

Le seuil de sensibilite de la m6thode utilisee est 
comparable £ celui d'un test EL ISA r6alis6 sur l , hIL-4 en 
presence des anticorps monoclonaux de capture et de 
^ detection decrits dans le protocole ci-dessus (la detection 
est dans ce cas realisee par ajout de streptavidine marquee 
a la peroxydase suivi d'une r£v61ation colorimetrique) . Par 
contre, cette methode perraet de quantifier des 
concentrations d'antigene comprises entre 5 pg/ml et 2.5 
ug/ml, alors que les concentrations detect^es par l'ELISA 

20 

varient entre 5 pg/ml et 1 ng/ral. Dans une experience 
similaire, (fig. 4), on arrive a d^tecter, par ce systeme 
d'immuno-PCR selon 1' invention, jusqu'a 5 femtog/ml d'hIL-4, 
indiquant une sensibilite 1000 fois superieure a l'ELISA. 

25 

Obtention de la molecule d'ADN marqueur biotinylee : 
De preference l'ADN chim£re marqueur utilise dans 1' invention 
ne doit presenter, d'une part, aucune identite de sequence avec 
le materiel genStique de 1 ' Schantillon ou du milieu contenant 
30 l'antig^ne & d6tecter et d' autre part, etre la plus eloignee 
possible de sequences existantes (procaryotes ou eucaryotes) 
susceptible de se trouver comme contaminant. Une PCR a £t6 
r6alis£e a partir du plasmide pHHL23 , plasmide recombinant 
constitue d'une sequence ARS (sequence eucaryote codant pour un 
anticorps de souris) clon§e dans le vecteur pCRII-Topo 
(InVitroGen) . Les amorces utilises pour rSaliser la PCR 
s'hybrident d'une part au niveau du Multi Cloning Site du 
vecteur 
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pCRII-Topo (sequence de sites de restriction enzymatique 
successifs) et d 1 autre part dans la sequence ARS. Apres 
35 cycles de PCR (3 min a 96°C, 1 min a 94°C, 1 min a 
66°C, 30 sec a 72°C, suivis d'une polymerisation de fin 
de cycles de 5 min a 72 °C) en presence de 1' amorce 1 Forward 5' 
biotinylee de sequence 5' Biotine-TATCCAATCCATTCCAGGCCC 3' 
(designee dans l f invention SEQ ID NO :2) et de l'amorce 2 
10 Reverse non biotinylee 5' TAA CGC CAG GGT TTT CCC AGT 

3' (designee dans l f invention SEQ ID NO :3), on obtient un 
produit de 246 pb de sequence suivante : 

5 ' TATCCAATCCATTCCAGGCCCTGTCCAGGCCTCTGTTTCACCCAGTTTATACCGTAGCTTG 
TGAATGTATATCCAGAAGCCTTGCAGGACATCTTCACTGAGGACAAGGGCGAATTCTGCAGAT 
15 ATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGT 
CGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTA 
3' (designee dans 1' invention SEQ ID NO :1) purifie sur gel 
d'agarose 2% (kit dilution de 1 1 ADN a partir de gels d'agarose 
de la f irroe Qiagen) . 

20 

Afin d' amplifier le DNA marqueur biotinyle decrit ci-dessus, on 
utilise deux amorces non biotinylees internes a ce DNA 
Reporter ; il s'agit de 1' amorce 3 Forward 5' GAA GCC TTG CAG 
GAC ATC TTC A 3' (designee dans 1' invention SEQ ID NO :4) et de 
25 1' amorce 4 Reverse 5' GCC GCC AGT GTG ATG GAT AT 3' (designee 
dans 1' invention SEQ ID NO :5). Apr£s 40 cycles 
d 1 amplification (10 min a 95°C ; 15 sec a 95°C, 1 min a 
60°C) / on obtient un fragment de 67 pb analyse par le 
programme GeneArap SDS software de la firme PE Applied 
Biosystems. 

30 

La figure 1 illustre les courbes d f amplification 

qui ont 6te obtenues lors des experiences de detection 

d'hIL-4 par immuno-PCR quantitative a I 1 aide du GeneAmp 

5700 Sequence Detection System de la firme PE Applied 

Biosystems. 

Ces courbes representent la fluorescence (Rn) d£tectee au 
sein de chaque puits en fonction du nombre de cycles 



13 



d' amplification. La fluorescence renseigne sur l'efficacite de 
la PCR. 



Apres avoir etabli une ligne de base pour les courbes 
d'amplification (en debut de phase exponentielle) , la 
figure 2 a ete realisee: elle represente le "Ct M (ou "Cycle 
Threshold", nombre de cycles pour lequel la courbe 
d' amplification de 1 'echantillon croise la ligne de base) 
en fonction de la position de 1' echantillon dans la plaque 
(numero du puits) . 

Les valeurs de Ct sont representatives de la sensibilite .de 
la PCR : un Ct faible signifie que le nombre de copies 
initial d'ADN marqueur etait eleve et par consequent que, la 
quantite d' antigenes immobilises sur la plaque etait elevee, 

Les echantillons sont distribues comme suit: 

-puits 1: temoin positif (ajout de 2 pg (12.5 attomoles) 

d'ADN marqueur biotinyle avant'la PCR quantitative) 

-puits 26: temoin sans ajout d'anticorps monoclonal de 

capture 

-puits 27: temoin sans ajout d'hIL-4 

-puits 28: temoin sans ajout d'anticorps monoclonal de 
detection 

-puits 29: temoin sans ajout de complexe streptavidine/ADN 
Reporter biotinyle 

-puits 30: echantillon teste en presence de 5 pg/ml d'hIL-4 
-puits 31: echantillon teste en presence de 50 pg/ral 
d'hIL-4 

-puits 32: echantillon teste en presence de 500 pg/ml 
d , hIL-4 

-puits 33: echantillon teste en presence de 2.5 ng/ral 
d'hIL-4 

-puits 50: echantillon teste en presence de 5 ng/ml d'hIL-4 
-puits 51: echantillon teste en presence de 50 ng/ml 
d'hIL-4 
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-puits 52: echantillon teste en presence de 500 ng/ml 
d»hIL-4 

-puits 53: Echantillon test<§ en presence de 2 . 5 ug/ral 
d'hIL-4 

-puits 96: t6moin negatif obtenu en 1' absence de matrice 
d'ADN (melange des r6actifs de la PCR et des amorces) 

La figure 3 represente la courbe standard, obtenue en 
reportant les valeurs de Ct obtenues en fonction des 
concentrations d'hIL-4 testEes. 

Plusieurs autres experiences de detection d'hIL-4 par 
immuno-PCR quantitative ont 6t6 realis^es dans les plaques 
optiques PE Applied Biosystems a 96-puits (r<§f . N801-0560) e 
presence de divers agents saturants utilises dans l'etape 
de bloquage des sites non saturEs par l'anticorps 
monoclonal de capture et destines a reduire le niveau de 
signal non specifique obtenu pour les temoins n£gatifs 
suivants :-Anticorps monoclonal de capture, 
-hIL-4, -Anticorps monoclonal de detection (voir figure 2). 
Les resultats de ces experiences sont pr6sentes a la figure 
4. Lors de chaque experience, deux concentrations 
d'antigene (5 pg/ml et 5 ng/ml) ont £galement et£ testees. 
Les resultats que nous avons obtenus en presence de PEG 
(poly<§thyl6neglycol) 1% se sont av6r£s identiques a ceux 
obtenus en presence de BSA 3% (agent bloquant utilise dans 
le protocole de detection d'hIL-4 par immuno-PCR 
quantitative decrit pr6c6demment) ; la presence de FCS 
(Fetal Calf Serum) 10% dans le tampon de saturation n'a par 
contre pas donn6 de bons resultats (valeurs de Ct 
identiques pour les deux concentrations d'antigene, et done 
absence de quantification de cet antig&ne) . 

Le niveau du signal non specifique s'est par contre r6v£le 
plus faible lors de 1 'utilisation de cas£ine 0,05, 0,5 et 
3% dans le tampon de saturation (Ct des temoins n6gatifs -Ac 
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capture, -hIL-4, -Ac detection nettement plus 

eleves que pour la condition BSA 3%) ; cependant, il n' a pas 

ete observe de differences signif icatives entre les 

Ct de ces temoins et le Ct de la concentration d'antigene 5 

pg/ml en presence de caseine, ce qui signifie que le seuil 

de sensibilite de 1 1 immuno-PCR quantitative reste identique 

& celui observe en presence de BSA 3%. 

Par ailleurs, des experiences de detection et de 
quantification d'hIL-4 par immuno-PCR quantitative ont 
egalement ete realisees dans des supports en polypropylene 
provenant de firmes autres que PE Applied B i osys terns : plaques 
96-puits de la firme Stratagene (ref. 410088), utilisees 
avec les "Optical Caps" (capuchons que l'on place & la 
surface des puits avant de realiser la PCR et permettant la 
lecture optique) de la firme PE Applied Biosystems (ref . N801- 
0935); plaques 96-puits de la firme ABgene (Westburg, ref. 
AB-0900) , utilisees avec des "Microcaps" de ref. AB-0602; 
strips de 8 tubes (assemblages de 8 tubes) de la firme 
Biozym (ref. 179302), utilises avec des "caps" de ref. 
179701. 

De meme que pour les experiences concernant l'effet de 
divers agents bloquants sur le signal non specifique, deux 
concentrations d'antigene (5 pg/ml et 5 ng/ml) on ete 
testees pour chaque type de support. Les resultats obtenus 
sont presentes & la figure 5. lis montrent que la detection 
et la quantification d f hIL-4 sont realisables egalement a 
l'aide d 1 autres supports que ceux provenant de la firme 
PE Applied Biosystems. 

EXEMPLE 2 - Digoxigenine 

Le procede selon 1' invention a egalement et6 teste en 
utilisant corame element antigenique une molecule d'ADN 
marquee a la digoxigenine (DIG) , et en adoptant la procedure 
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suivante : 

1- obtention d'un anticorps polyclonal contre la DIG 
disponible dans le commerce (Boehringer Mannheim, ref . 1 333 
089) 

2- "coatage" de cet anticorps dans une plaque optique a 
96 puits (PE Applied Biosystems), en tampon 

hydrogenocarbonate 
10 (NaHC03 0.1M, P H 8.6) a 4°C pendant 16 heures, a raison 

de 2 pg/ml (50 ul/puits) 

3- Saturation des sites non satures par 1' anticorps 
polyclonal en tampon PBS/5% BSA pendant 2 heures a 37 °C 
(200 ul/puits) 

15 4 " 10 lavages en tampon PBST (Phosphate Buffered Saline + 

0.05% Tween 20) (300 ul/puits) 

5- capture de l'antigene pendant 1 heure a temperature 
ambiante, celui-ci etant obtenu en realisant une PCR sur • 
de l'ADN du phage lambda en presence de nucleotides 

20 DIG-ll-dUTP produisant un fragment de 1400 pb marque a la 

DIG (3 rain a 96°C; 30 cycles de 30 sec a 94 °C, 30 sec a 
60°C, 1 min 40 sec a 72 °C; elongation finale de 5 min a 
72°C), l'antigene etant ajoute dans une solution PBS/1% 
BSA, a raison de 2.5 -25-125-1250-2500 et 4000 ng/ml (50 

25 ul/puits) 

6- 10 lavages en tampon PBST 

7- ajout dans ladite plaque d'un anticorps secondaire 
monoclonal specif ique de la DIG, pendant 1 heure a 37 °C 
en tampon PBS/1% BSA, ledit anticorps etant biotinyle et 
disponible dans le commerce (Sigma, ref. B7405) , a raison.de 
0.005 pg/ml (50 ul/puits) 

8- 10 lavages en tampon PBST 

9- obtention en parallele d'une molecule d'ADN chimere 
(DNA Reporter) biotinylee par PCR comme dans l'exemple 
de la detection de l f hIL-4 susmentionne, 

10- preparation en parallele de streptavidine conjuguee 
dans le rapport molaire Streptavidine/ADN marqueur 
biotinyle 0,5/1 (17/34 amoles), laissant ainsi deux sites 
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libres pour la fixation de l'anticorps biotinyle, en 
tampon PBS/1% BSA 

11 - ajout de la streptavidine conjuguee dans ladite 
plaque, le rapport Strept/Ac B choisi est de 0,5/1, soit 
deux molecules d'Ac fixees par molecule de Streptavidine 
pendant 30 min a temperature ambiante (50 ul/puits) 

12- 10 lavages en tampon PBST suivis de 3 lavages en H20 

13- PCR quantitative et mesure de la fluorescence durant 

la phase d» elongation avec un appareil GeneAmp 5700. Afin 

d'amplifier le ADN marqueur biotinyle decrit ci-dessus, 

on utilise deux amorces non-biotinylees internes A cet ADN 
marqueur. 

Apres 40 cycles d ' amplification (10 min a 95 °C; 
15 sec a 95°C, 1 min a 60°C), on obtient un fragment de 
67 pb analyse par le programme GeneAmp SDS software de la 
firme PE Applied Biosystems. 

Les resultats sont presentes A la figure 6: 

-puits 1: temoin positif (ajout de 12,5 amoles d'ADN 
Reporter biotinyle avant la PCR quantitative) 
-puits 26: temoin sans ajout d'anticorps polyclonal 
-puits 27: temoin sans ajout de DNA-DIG 
-puits 28: temoin sans ajout d'anticorps monoclonal de 
detection 

-puits 29: temoin sans ajout de complexe 
streptavidine/ADN ("Reporter") marqueur biotinyle 
-puits 50: echantillon teste en presence de 2,5 ng/ml de 
DNA-DIG 

-puits 51: echantillon teste en presence de 25 ng/ml de 
DNA-DIG 

-puits 52: echantillon teste en presence de 125 ng/ml de 
DNA-DIG 

-puits 54: echantillon teste en presence de 1250 ng/ml de 
DNA-DIG 

-puits 55: echantillon teste en presence de 2500 ng/ml de 
DNA-DIG 
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-puits 56: echantillon teste en presence de 4000 ng/ml de 
DNA-DIG 

-puits 96: temoin negatif obtenu en 1' absence de matrice 
d'ADN (melange des reactifs de la ,PCR et des amorces) 

L' analyse de cette figure nous indique que les molecules 
de DNA-DIG peuvent etre detectees au moins de facon 
qualitative (Ct des echantillons signif icativement differents 
des Ct des temoins negatifs) . 

EXEMPLE 3 - Le systeme ligand-PCR : exemple de la BIOTINE 

L' invention a egalement ete appliquee au couple 

streptavidine/biotine (Kd'lO' 15 M) , a titre d'exemple 

d« application de la PCR quantitative a la detection et la 

quantification d' elements ou molecules cibles non 

antigeniques, par association de ceux-ci avec des 

"ligands". 

On a en effet "coate" par de la streptavidine, une plaque a 96 
puits (5 ug/ml), en ajoutant des rapports molaires 
variables en ADN biotinyle et en biotine. On observe les 
variations des signaux obtenus par PCR quantitative. On a 
ainsi pu determiner la gamme de concentrations d'ADN 
biotinyle produisant un signal detectable et exploitable 
par PCR quantitative. Dans les conditions experimentales 
testees, la gamme de concentration optimale (par volume final 
de 50 ul d'echantillon) est de 10" 15 a 10' 19 moles (coefficient 
de correlation -0,99) , avec une preference pour une 
concentration de 10"" moles d'ADN biotinyle /puits. 

Avec cette concentration fixe d'ADN biotinylee de 10" 1€ 
moles/50 pi, on a realise une experience de competition entre 
1 'ADN biotinylee et la biotine pour la fixation a la 
sterptavidine, et on a determine une gamme de concentration 
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de biotine s'etendant de 10" 14 a 10" 12 moles/50 ul, dans des 
conditions experimen tales comparables.. 

En conservant une concentration fixe en streptavidine et 
biotine (respectivement 5 \ig/ml et 10* 10 moles/50 ul) , on a 
ajoute des concentrations variables en ADN biotinyle, de 
maniere a observer une variation du signal obtenu par PCR 
quantitative. Pour une gamme de concentration de 10~ 22 a 
10" 12 moles d' ADN biotinyle on a obtenu une courbe standard 



presentant un coefficient de correlation de -0.99, 
Les figures 7, 8 et 9 representent respectivement les 
courbes d f amplification, le graphe des valeurs Ct et la 
15 courbe standard associees a cette experience. 



EXEMPLE 4 : Detection de proteines prions dans des extraits de 
cerveau par immuno-PCR selon 1' invention 

Selon un autre aspect de 1' invention, 1' immuno-PCR quantitative 
a ete rendue applicable a la detection de molecules 
antigeniques extraites d'organes ou de matrices complexes. 

25 Comme exemple il a ete procede a la detection de la proteine 

prion native presente dans un extrait total de cerveau de bceuf 
ayant subi une preparation particuliere . 



Les 6tapes de cette partie de 1' invention consiste d'abord a 
trouver les conditions optimales de preparation de 
1' echantillon en vue de rendre detectable le « pool total de 
proteines prions » (proteine normale + proteine infectieuse) au 
sein d f un melange complexe et de trouver les anticorps adequats 
pour realiser la detection par immuno-PCR quantitative. Parmi 
les problemes qu'on peut rencontrer en iPCRq quand il s'agit de 
detecter un antigene present dans une matrice complexe : 
-probleme de PCR croisee avec des oligonucleotides qui risquent 
de s'hybrider avec d'autres acides nucleiques (ADN f ARN) : 
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l'ADN marqueur chimere permet de diminuer les risques mais pas 
de les §liminer au pr6alable totaleraent. Selon cet aspect de 
5 1' invention l'ADN marqueur chimere developpe pour la detection 
hIL-4 fonctionne parf aitement et sans generer de signal 
parasite lors de la detection de proteines prions au sein d'une 
matrice complexe comme l'extrait de cerveau bovin. 
-adaptation d'un protocole de preparation de prolines prions a 
10 ' partir d'extraits de cerveau qui soit compatible avec la 
detection par immuno-PCR quantitative c' est a dire : 

-traitement specif ique n'utilisant pas de substances 
inhibant ou interferant avec la Taq polymerase lors de 
la PCR ; 

15 -traitement sp£cifique garantissant la non-activation de 

tout enzyme issu de la matrice complexe pouvant d'une 
part degrader l'antigene a detecter et d' autre part 
cataboliser les acides nucleiques. 

2Q L' invention a done 6t6 d'abord appliquSe a la detection de 

peptides et de proteines prions, plus precisement de sequences 
polypeptidiques de proteines prions murines et bovines normales 
et infectieuses. 



L' anticorps de capture utilise est le SAF32 dirige contre une 
sequence peptidique correspondant aux residus 79 a 92 G-G-W-G- 
Q-P-H-G-G-G-W-G-Q-G-<NH2) de la proteine prion et l'anticorps 
de detection est le 12F10 dirige contre une sequence peptidique 
correspondant aux r6sidus 126 a 164 G-G-Y-M-L-G-S-A-M-S-R-P-l- 
I-H-E-G-S-D-Y-E-D-A-Y-Y-R-E-N-M-H-R-Y-P-N-Q-V-Y-Y-R- (NH2) 
de la proteine prion. Ces anticorps ont etk fournis par le Dr. 
Grassi (CEA, Paris, France) . lis sont utilises respectivement a 
une concentration de 10 ng/ml et 0.1 jig/ml. 

Le polypeptide PRI04 cible comprenant les sequences peptiques 
susmentionnees (fourni par le Dr. Grassi, CEA, Paris, France) 
est une sequence d' acides amines synthetique correspondant aux 
prolines prions et reconnus par les anticorps cit6s ci-dessus. 
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On EL ISA a d' abord ete mis au point dans le cadre de cette 
invention. Les donnees obtenues en iPCRq ont ete comparees a 
celles obtenues par cet ELISA. 

Protocole de 1' ELISA applique au peptide prion. 



Le protocole utilise est celui decrit pour la detection ELISA 
de proteines prions de boeuf avec les modifications suivantes; 
-une digestion de l'extrait proteique par une protease 
(proteinase K de preference mesophile et dans notre cas, dont 
la temperature optimale se situe entre 25 et 37°C) 
15 -une inactivation de 1' enzyme par chauffage (entre 50 et 100°C) 
de preference entre 90 et 100°C en solution aqueuse, afin 
d'eviter la digestion par la proteinase K des constituants 
proteiques intervenant dans 1 'ELISA (anticorps, enzymes tels 
que la peroxydase ou la phosphatase). 



Les etapes du protocole sont les suivantes 



1- Coatage de 1' anticorps monoclonal de capture SAF32 dans une 
plaque a 96 puits de type ELISA (Nunc) (100 ul/puits) , en 

25 tampon de coatage (NaHC0 3 0.05M, Na 2 CO 3 0.05M, pH 9.4) a 4°C 
pendant une nuit, a une concentration de 10 ug/ml 

2- 5 lavages en solution de lavage (SLT) (NaCl 0.15M, Tween 20 
0.1%, pH 7.4) (300 ul/puits) 

.3- Saturation des sites non satures par 1» anticorps de capture 
30 en tampon de saturation (NaCl 0.14M, Na 2 HP0 4 .2H 2 0 8 mM, KH 2 P0 4 
1.5 mM, KC1 2.7 mM, BSA 3%, pH 7.4) pendant 2 heures a 
temperature ambiante (300 ul/puits) 

4- 5 lavages en solution de lavage (SLT) 

5- Ajout d'un peptide << Prions » (ici : peptide PRI04) au 
tampon de dilution (NaCl 0.14M, Na 2 HPO<.2H 2 0 8 mM, KH 2 P0« 1,5 mM, 
KC1 2.7 mM, BSA 1%, Tween 20 0.1%, pH 7.4), aux concentrations 
suivantes: lOOpg/ral, lng/ml, lOng/ml, 0.1ng/ml, lug/ml, 10 
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ug/ml, 100 ug/ml, pendant 1 heures a temperature ambiante (100 
|il/puits). 

6- 5 lavages en solution de lavage (SLT) 

7- Ajout d'un anticorps monoclonal biotinyl£ de detection 12F10 
a une concentration de 0.1 ug/ml en tampon de dilution, pendant 

1Q 1 heure a temperature ambiante (100 ul/puits) . 

8- 5 lavages en solution de lavage (SLT) 

9- Ajout de streptavidine conjuguSe a la peroxydase (dilue 750 
fois en tampon de dilution) pendant 30 minutes a temperature 
ambiante (100 ul/puits) . 

15 10 ~ 5 lavages en solution de lavage (SLT) 

11- Ajout de TMB (BD-Pharmingen, substrat de la peroxydase) 
pendant 30 minutes a temperature ambiante (100 ul/puits) et a 
I'abri de la lumiere. 

12- Arret de la reaction par du H 2 SO« 2N (50 ul/puits) 

20 13- Lecture de l'absorbance a 450 nm au spectrophotom£tre 
(Labsystems Multiskans MS) . 

Apres avoir sous trait la valeur moyenne d'absorbance obtenue 
pour les t6moins negatifs (correspondant a 1' experience 
25 realisee en 1 'absence d'anticorps de capture, d'antigenes, 
d'anticorps de detection ou de Streptavidine/peroxydase) de 
celle des 6chantillons, nous avons reporte ces valeurs (A 450 ^ 
en fonction de la concentration du peptide. Les resultats sont 
presents k la figure 10. 
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Les resultats obtenus 4 la suite de cette experience montrent 
que la gamme de concentrations du peptide prion dStectables par 
ELISA est situ<§e entre lng/ml et lOOug/ml. En tenant compte de 
ces resultats nous avons r<§alis6 une experience d'iPCRq sur le 
raeme peptide prion. 

Protocole de 1'iPCRq appliquS au peptide prion 
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1- Coatage de l'anticorps monoclonal de capture SAF32 dans une 
plaque optique a 96 puits de la firme PE Applied Biosystems (50 
ul/puits), en tampon de coatage (NaHC0 3 0.05M, Na 2 CO 3 0.05M, pH 
9.4) une nuit a 4°C, a une concentration de 10 ug/ml 

2- 4 lavages en solution de lavage (SLT) (NaCl 0.15M, Tween 20 
1Q 0.1%, pH 7.4) (300 ul/puits) 

3- Saturation des sites non satures par l'anticorps de capture 
en tampon de saturation (NaCl 0.14M, Na 2 HP0 4 .2H 2 0 8 mM, kH 2 P0 4 
1.5 mM, KC1 2.7 mM, BSA 3%, pH 7.4) pendant 2 heures a 
temperature ambiante (300 ul/puits) 

15 4 ~ 5 lavages en solution de lavage (SLT) 

5- Ajout du peptide PRI04 en tampon de dilution (NaCl 0.14M, 
Na 2 HP0 4 .2H 2 0 8 mM, KH 2 PO< 1.5 mM, KC1 2.7 mM, BSA 0.5%, Tween 20 
0.1%, pH 7.4), aux concentrations suivantes: lpg/ml, lOpg/ml, 
lOOpg/ml, lng/ml, lOng/ml, 0. lug/ml, lug/ml puis ajout d'un 

20 anticorps monoclonal biotinyle de detection 12F10 (25 

ul/puits), a une concentration de 0.1 ug/ml en tampon de 
dilution, pendant 2 heures a temperature ambiante, sous une 
agitation constante de 280 rpm 

6- 10 lavages en solution de lavage (SLT) 

25 7- Ajout de complexes S/Db en tampon de dilution pendant 30 
minutes a temperature ambiante (50 ul/puits), aux 
concentrations suivantes (rapports molaires 0.5/1): 17 
amoles/34 amoles. 

8- 10 lavages en solution de lavage (SLT) -5 lavages en H 2 0 
3q 9- 40 cycles de Q-PCR a l'aide du GeneAmp 5700 Sequence 
Detection System de la firme PE Biosystems. 

Les courbes d' amplification representant la fluorescence des 
echantillons en fonction du nombre de cycles sont presentes a 
la figure 11, les Ct reportes en fonction de la position de 
l'echantillon dans la plaque sont illustres a la figure 12. 
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Les resultats obtenus lors de cette experience et presentes a 
la figure 12 montrent que la gamme de concentrations 
detectables du peptide prion est situee entre lOpg/ml et lug/ml 
ou plus. La sensibilite atteinte (lOpg/ml) s'est revelee 
superieure d'un facteur d' au moins 100 a celui de l'ELISA dont 
la limite de detection a ete determine a 1 ng/ml. 

Protocole de l'ELISA applique a 1'extrait proteique prion 
bovin. 



L'extrait proteique (environs 6.9 mg/ml) a ete obtenu a parti r 
de 4 g de cerveau de bceuf suivant la procedure decrite par le 
15 Dr Grassi (CEA, Paris, France ; Rodolfo,K et al article 
sounds ) . 

Le protocole experimental d'ELISA est identique a celui decrit 
pour le peptide prion excepte au niveau du point 5 pour les 
20 concentrations de proteines d'un extrait de bceuf : 

- ajout de l'extrait proteique en tampon de dilution (NaCl 
0.14M, Na 2 HPO< . 2H 2 0 8 mM, KH 2 P0 4 1.5 mM, KC1 2.7 mM, BSA 1%, 
Tween 20 0.1%, pH 7.4), aux concentrations suivantes: 5ng/ml, 
2 5 50ng/ml, 500ng/ml, 5 ug/ml, 50 ug/ml, 500ng/ml, 5mg/ml pendant 
1 heure a temperature ambiante (100 ul/puits). 

Les resultats du test ELISA presentes a la figure 13 ou 
l'absorbance a 450nm est portee en fonction de la concentration 
30 de l'extrait proteique montrent que la limite de detection du 
test est de l'ordre de 50 ng/ml jusqu'a 5 ng/ml. 

Protocole d' iPCRq-prion applique a l'extrait proteique bovin. 

Le protocole experimental est identique a celui decrit pour le 
peptide prion excepte pour le point 5- suivant : 
5- Ajout de l'extrait proteique en tampon de dilution (NaCl 
0.14M, Na 2 HP0 4 .2H 2 0 8 mM, KH 2 PO< 1.5 mM, KC1 2.7 mM, BSA 1%, 
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Tween 20 0.1%, pH 7.4), aux concentrations suivantes : 5pg/ml, 
50pg/ml, 500pg/ml, 5ng/ml, 50ng/ml, 500ng/ml, 5ug/ ml puis 
ajout d'un anticorps monoclonal biotinyle de detection 12F10 
(25 ul/puits), a une concentration de 0.1 ug/ml en tampon de 
dilution, pendant 2 heures a temperature ambiante, sous une 
agitation constante de 280 rpm. 

Les Ct des echantillons calculus et portes en fonction de la 
position de l'echantillon (fig. 14) montrent une amelioration 
du seuil de detection par rapport a l'ELISA. 

De maniere tout a fait generale, on comprendra que 
1' invention peut s'appliquer pour la detection, 
quantitative ou non, d'un des composants d'un couple de 
composants presentant une af finite l'un pour 1' autre (p.e. 
hormone - recepteur, anticorps - antigene, molecule 
organique cible-ligand, cellule A- cellule B, enzyme - 
substrat, proteine-acide nucleique, acide nucleique A- 
nucieique B) . La seule condition est qu'un des composants 
doit pouvoir etre conjugue ou couple a un acide nucleique 
"reporter" marqueur et 1" autre composant doit pouvoir etre 
fixe, 

25 directement ou indirectement, sur une paroi. 

La presente invention n'est done pas limitee aux modes de 
realisation susmentionnes qui par ailleurs peuvent varier 
dans leurs details et leurs constructions. Ainsi le procede 
3Q selon 1' invention peut etre adapte pour faire appel a des 
marqueurs constitues de fragment d' acide nucleique non 
seulement sous forme d'ADN mais aussi sous forme d'ARN , ces 
acides nucleiques pouvant etre naturel ou synthetique, simple 
brin ou multi-brin. L'ARN marqueur peut aussi etre reveie par 
une transcription-reverse suivie de la PCR ou meme directement 
par des cycles de transcription-reverse, remplacant ainsi la 
PCR classique. 



20 



26 



WO 01/31056 



PCT/BE00/00131 



par des cycles de transcription- reverse, remplacant ainsi la 
PCR classique. 

On notera qu' un ADN marqueur chimere du type utilise dans le 
5 cadre de la presente invention peut s'averer utile dans des 

tests de detection ou de quantification d' elements a doser en 
particulier des antigenes, plus particulierement des 
microorganismes . 

10 De facon generale, la detection par ELISA direct ou indirect ou 
par Quick-ELISA direct ou indirect ou par ELISA (Fluorescent 
Linked Immunosorbent Assay) direct ou indirect d' element 
antigenique est transposable a l'immuno-PCR selon 1' invention 

15 L' invention est definie entre autres par les revendications qui 
suivent, chaque element neuf et non evident decrit ci-dessus 
pouvant etre cependant y etre integre separement ou en 
combinaison. 
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Liste des sequences 
SEQ ID NO :1 

Type de sequence : nucleotide 
Longueur de la sequence : 246 bp 

Nombre de brins : double, et represents sous forme simple 
Configuration : lineaire 

5* 

TATCCAATCCATTCCAGGCCCTGTCCAGGCCTCTGTTTCACCCAGTTTATACCG 

GAATGTATATCCAGAAGCCTTGCAGGACATCTTCACTGAGGACAAGGGCGAATTCTGCAGA 

TATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAG 

TCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTA 
3' 



SEQ ID NO : 2 

Type de sequence : nucleotide 
Longueur de la sequence : 21 b 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lineaire 

5'Biotine-TAT CCA ATp CAT TCC AGG CCC 3' 
SEQ ID NO : 3 

Type de sequence : nucleotide 
Longueur de la sequence : 21 b 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lineaire 
5' TAA CGC CAG GGT TTT CCC AGT 3' 
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SEQ ID NO : 4 

Type de sequence : nucleotide 
Longueur de la sequence : 22 b 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lineaire 

5' GAA GCC TTG CAG GAC ATC TTC A 3' 



SEQ ID NO : 5 

Type de sequence : nucleotide 
Longueur de la sequence : 20 b 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lineaire 

5' GCC GCC AGT GTG ATG GAT AT 3' 
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Revendications 

1. Procede de detection d'un element A 



a. comprenant les etapes suivantes: 

- une etape de fixation dudit element A, directement ou 
par l'intermediaire d'un agent de capture, a une ou des 
surfaces a 1 ' interieur du ou des recipients d'un appareil 
15 de mesure PCR, et 

- une etape d ' association audit element A d'un systeme 
de couplage a un acide nucleique marqueur 

- une etape d' amplification de 1' acide nucleique marqueur 



b. caracterise en ce que des mesures successives sont 
effectuees durant la phase d' amplification dq 1' acide nucleique 



marqueur. 



2. Procede selon la revendication 1 dans lequel les mesures 
sont effectuees avec un appareil de PCR en temps reel (« real 
time») . 



3. Procede selon n' importe laquelle des revendications 
precedentes dans lequel les mesures sont effectuees en presence 
de 1' agent de capture et d'autres agents de fixation 

30 intermediaires eventuels. 

4. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un procede de detection et/ou de dosage par 
immuno-PCR d'un element antigenique, les mesures durant la 
phase d' amplification etant effectuees en presence des 
anticorps et de 1' element antigenique a doser, qui ont ete 
fixes sur des surfaces a 1 'interieur du ou des recipients de 
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l'appareil de mesure. 

5 5. Procede selon la revendication 2 caracterise en ce que 
la detection et/ou le dosage est quantitatif . 

6. Procede selon n'importe laquelle des revendications 1 a 
3 caracterise en ce que les surfaces de fixation sont des 

10 parois interieures de tubes. PCR en plastique, par exemple 
en polypropylene. 

7. Procede selon la revendication 3 ou 4 ou 5 dans lequel 
1' element antigenique est une proteine, un antigene de 

15 surface, un carbohydrate, une hormone, une bacterie, un 
ligand, un recepteur, un compose inorganique, un compose 
organique, en particulier un compose aromatique, un 
antigene tumoral, un peptide, une cytokine ou un acide 
nucleique. 

20 

8. Procede selon n'importe laquelle des revendications 2 a 
7 precedentes dans lequel 1' element antigenique a doser est 
une interleukine. 



9. Procede selon la revendication 8 dans lequel 1 1 interleukine 
est 1' interleukine hIL-4. 

10. Procede selon n'importe laquelle des revendications 
precedentes comprenant les etapes suivantes: 

- on couvre une surface d'un recipient ou d'une bille avec 
une solution d'un anticorps A, ou molecule derivee A (Fc, Fab, 
Fv) 

naturelle ou de synthese 

- on ajoute une solution de I'element antigenique 
comportant au moins deux sites antigeniques dont l'un au 
moins complementaire audit anticorps A, ou molecule derivee 
A(Fc, Fab, Fv) naturelle ou de synthese 

- on associe un fragment de ADN marqueur a au moins un second 
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anticorps B, ou molecule derivee B (Fc, Fab) 

naturelle ou de synthese ayant une affinite selective pour 

1' element antigenique a detecter pour, obtenir un conjugue 

- on ajoute ledit conjugue a la solution 

- on realise une PCR sur les fragments d'ADN marqueurs ainsi 
immobilises sur ladite surface 

- on detecte et mesure 1 1 amplification, par exemp } le par 
m fluorescence, 

11. Precede selon la revendication 10 dans lequel 
1' anticorps ou molecule derivee B et l'ADN marqueur sont tous 
deux biotinyles et sont associes par 1 ' intermediaire d'une 
15 molecule 

synthetique ou naturelle presentant une affinite elevee 
pour la biotine 



20 



12. Precede selon la revendication precedente dans lequel 
1' anticorps ou molecule derivee B et l'ADN marqueur sont tous 
deux biotinyles et sont associes par 1 • intermediaire de la 
streptavidine . 

13. Procede selon la revendication 10 dans lequel 

25 1' association se fait par 1 1 intermediaire de streptavidine 

-couplee a une proteine du type Proteine A ou Proteine G ou a 
une molecule possedant des proprietes analogues a ces deux 
demieres proteines-, elle-meme apte a fixer 1' anticorps de 
preference monoclonal. 
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14. Procede selon la revendication 13 dans lequel la 
streptavidine couplee a une proteine du type Proteine A est 
une molecule recombinante ayant une affinite elevee pour 
les anticorps et pour la biotine. 

15. Procede selon la revendication 10 dans lequel 

1' anticorps est de preference monoclonal et est directement lie 
par une liaison covalente au fragment d'ADN marqueur. 
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16. Procede selon la revendication 1 ou 10 dans lequel le 
fragment d'acide nucleique est un ADN ou un ARN , est naturel 
ou synthetique, est simple brin ou multi-brin. 

17. Procede selon la revendication 1, 3 ou 8 dans lequel le 
fragment d' ADN marqueur est constitue d'une sequence chimere . 

18. Precede selon la revendication precedente dans lequel 
la sequence chimere est issue, par PCR interne, du plasmide 
PHHL23, constitue d'une sequence ARS clonee dans le vecteur 
pCRII-Topo. 



19. Procede selon n'importe laquelle des revendications 
precedentes dans lequel la PCR est une PCR quantitative par 
detection et mesure de la fluorescence de l'amplicon 
specifique du fragment d' ADN marque au cours de la PCR par 
20 un agent intercalant du DNA excitable par un rayonnement 
ultra-violet ou par un agent fixe au DNA excitable par un 
rayonnement electromagnetique, ladite mesure etant 
effectuee durant la phase exponentielle par comparison 
avec un temoin. 



20. Procede selon la revendication precedente dans lequel 
1' agent intercalant est le SybrGreen®. 

21. Procede selon n'importe laquelle des revendications 1 a 
4 dans lequel 1 'element antigenique est une interleukine 
humaine (hIL-4) comprenant les etapes suivantes: 

1- obtention d'un anticorps monoclonal de capture dirige 
contre hIL-4 

2- fixation de cet anticorps dans une plaque a puits , en 
tampon de coatage a environ 4 8 C pendant environ 16 
heures, a une concentration d' environ 1 ug / m i 

3- lavages en tampon de lavage 
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4- bloquage des sites non satures par l'anticorps de 
capture en tampon de saturation pendant environ 2 heures 
temperature ambiante 

5- lavages repetes en solution de lavage 

6- ajout de l'antigene a capturer en tampon de dilution 
en plusieurs concentrations puis ajout d'un anticorps 
monoclonal biotinyle de detection dirige centre hIL-4 

7- lavages en solution de lavage 

8- obtention en parallele d'une molecule de DNA chimere 

9- preparation en parallele de streptavidine conjuguee 
dans le rapport raolaire Streptavidine /DNA Reporter 
Biotinyle 1/1, 0,5/1 ou 1/3 , laissant ainsi trois, deux 
ou un site libre respectivement pour la fixation de 
l'anticorps biotinyle 

10 - ajout de la streptavidine conjuguee dans ladite 
plaque, le rapport Strept/Ac B choisi est de 1/3, 0,5/1 
ou 1/1 , soit trois molecules, deux molecules ou une 
molecule d'Ac respectivement, fixees par molecule de 
Streptavidine, 

11- lavages en solution de lavage 

12- PCR avec amorces specifiques au DNA chimere et mesure 
quantitative durant la phase d'extension avec un appareil 
GeneAmp 5700 enutilisant ladite plaque a puits. 

22. Utilisation d'un appareil de PCR quantitative pour le 
dosage d'antigenes par la technique d'immuno-PCR des 
revendi cations 2 a 21. 

23. Procede de detection selon la revendication 1 
caracterise en ce que la detection est quantitative. 

24. Procede selon la revendication 1 ou 23 dans lequel 
1 'agent de capture est un anticorps de capture. 

25. Utilisation d'un appareil de PCR quantitative pour le 
dosage d'antigenes par la technique PCR des revendications 
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1, 23 ou 24. 
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26. Procede selon la revendication 10 dans lequel 
l'anticorps coate sur les parois des tubes est l'anticorps 
de capture de l'antigene et l'anticorps couple a l'ADN 
biotinyle marqueur est l'anticorps de detection. 

27. Procede selon la revendication 8 ou 26 dans lequel 
l'anticorps de detection est couple par interactions fortes 
et/ou faibles a l'ADN marqueur. 

28. Procede selon n' importe laquelle des revendications 1 a 10 
15 dans lequel l'anticorps de capture est biotinyle et l'anticorps 

de detection est directement couple a l'ADN marqueur. 

29. Procede selon n' importe laquelle des revendications 1 a 9 

dans lequel l'agent de capture est la streptavidine , l'element 

20 A est couple a la biotine et dans lequel l'element B est ajoute 
directement au melange. 

30. Procede selon la revendication 1 et 10 dans laquelle l'ARN 
marqueur est revele par une transcription-reverse suivie d'une 
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PCR. 



31. Procede selon la revendication 1 ou 10 ou 30 dans laquelle 
l'ARN marqueur est revele directement par des cycles de 
transcription-reverse . 

32. Procede selon la revendication 1 et 10 dans laquelle la 
Taq-polymerase utilisee peut etre remplacee ou accompagnee par 
une ou plusieurs DNA polymerases-DNA dependante comme par 
exemple les polymerases Pfu (Stratagen) , Pwo et Tth 

(Boehringer-Roche), Vent (NEB) , Platinium (Gibco-BRL) 

33. Procede selon n' importe laquelle des revendications 1 a 10 
dans laquelle l'anticorps de detection est couple a plusieurs 
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ADN identiques ou differents et/ou ARN identiques ou differents 
permettant une detection en multiplex. 

5 

34. Procede selon n(importe laquelle des revendications 1 a 8 
ou 1' element a doser est a 1'origine attache a un support ou en 
suspension ou en solution. 

10 35. Procede selon n' import e laquelle des revendications 3 a 10 
dans lequel l'anticorps de capture et/ou 1'anticorps de 
detection sont des anticorps de type conformationnel ou de type 
sequentiel. 

15 36. Procede selon n' import e laquelle des revendications 1 a 10 
applique a la detection et/ou la quantification de elements 
marqueurs 

-indicateurs de maladies des etres vivants et/ou 
-indicateurs de vie ou de mort et/ou 
20 -indicateurs de contamination des milieux confines ou ouverts 
et/ou 

-a l'etat de trace (de l'ordre amole) ou en abondance 

37. Procede selon n' import e laquelle des revendications 1 a 10 
25 dans lequel 1' element a doser est un ou (des) polypeptide (s) 

prion(s) infectieux. 

38. Procede selon la revendication precedente dans lequel 
1' element a doser est present dans un extrait de matrice 
complexe organique ou environnementale. 



36 



WO 01/31056 



PCT/BEOO/00131 



1/18 




WO 01/31056 



PCT/BEOO/00131 



2/18 




WO 01/310S6 PCT/BEOO/00131 

3/18 




Pioqsajx *T 3 *0 no '3 



WO 01/31056 



PCT/BEOO/00131 



I 

O 

c 



o 
E 



4/18 



CD 

. Z5 

+ CO 



g g 

o ^ 
a) < 

^ -aS 2 

0 d o ^ E E 

1 £ & & ^> "B> 

r h h h in in 




oooooo 



H 



»0 



WO 01/31056 



FCT/BEOO/00131 



5/18 



<a o o 

. "S. £ < 

c o T -o q — _ 
5 o =d o § E E 

ku i , , , ac 
I — I — I — l — I— - io io 

§_|ji 



• MM 



o 

Q. 

a 

3 

c/> 

3 



o 
a. 

I 

o 
c 

3 

E 
E 




<0 
O 



o 
a. 

a. 

3 

CO 



O O O O O 
IO CO (Nl r- 



10 



WO 01/31056 



PCT/BEOO/00131 



6/18 





H 














< 


\ 

? 

5 










< 


TO 

00 ng/m 

1 












ng/ml 

IC 

ILL 












1250 
125 ng/ 










i 












i 

< 


3 

3 ng/ml 








X 




CM 










-H 












M 












N< 

































LO 



CO 



o 

CM 

o - 



CO 
CD 



CD 



m 



CM 

m 



o 



CM 



00 
CM 



CM 



CD 
CM 



to 



a. 

= 
a 

z 
o 

M 
t- 

M 

CO 

o 
a. 



VD 

CD 
H 
fa 



in 
i 



aoNaosaaonu 



WO 01/31056 PCT/BE00/00131 



8/18 



o 



CM 

CM CJ 
I H 



CD 
tH 
I 



<7\ 
rH 
I 



i 



I 



o 



CN 
r-i 
I 



iH 
I 



♦ v 



o 
in 



o 



o 



o 

CO 



0,2 CM 

H 43 

*2 



CO 
CD 



in 



s 



CO 
IT) 



CM 

m 



lO 



o 
in 



CO 



o 

CO 



CM 



CO 
CM 



CM 



CD 
CM 



in 

r 



w 
+> 

•H 

w 

•8 

C 
O 
•H 
•U 
•H 
(0 
O 

04 



00 



O 

H 
fa 



WO 01/31056 



PCT/BEOO/00131 



9/18 



CD 



i-H 
I 



0 
•H 



i 

CM 
CM 
I 

O 



:: 



CM 

»o 



cm 

I 



m 

r-t 
I 



O 

u 
O 



00 
I 



CN 
H 
I 



vo 

I 



o 

CM 

I 



CN 



o 



vo 



3* 

n W 

U 



CN 

no 



CN 



CN 



o 

CN 



CN 



C 

o 

•H 
-P 
«J 
H 

U 
U 

CO Q 
mO U 

CM C 
I Q) 
•H 
O 

■H _ 

C (U * 
0) 0 ° 



o 

H 
Eli 



o 

GO 



WO 01/31056 



PCT/BE00/O0131 



10/18 



Figure 10 : Elisa sur peptide prion 
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